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Abstract: In this study, research was carried out related to the identification of some
micromycetes strains as a source of bioactive principles with application in beekeeping. Thus,
22 strains of micromycetes, representatives of the genus Penicillium, were studied according to
their antimicrobial properties against Aspergillus niger and Aspergilus flavus, pathogens of as-
pergillosis, and Paenibacillus larvae, pathogen of the american and european loci. Catalase
activity was also studied. As a result, 5 strains of micromycetes were selected, possessing signi-
ficant enzymatic and antimicrobial properties that will be further studied to obtain preparations
of microbial origin as an alternative to the antibiotics used in beekeeping.
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INTRODUCERE

Albinele sunt o specie deosebit de importantd in naturd avind, rolul principal de
polenizare. Albinele, ca si orice organisme vii, se pot imbolnavi de diferite boli. Acestea,
prin mortalitatea pe care o produc in randul indivizilor coloniei, reducand numarul albinelor
si prin aceasta familiile de albine se depopuleaza, devenind neproductive. in multe cazuri,
se pierd familii sau chiar stupini Intregi. De aceea, depistarea bolilor albinelor, prevenirea
si combaterea lor, au o importantd decesiva in apicultura.

Aspergiloza reprezinté una dintre cele mai relevante amenintari de origine fungica pen-
tru sanatatea umana si animald, genul Aspergillus include agenti patogeni oportunisti care pot
infecta si albinele (Hymenoptera, Apoidea) in toate etapele de dezvoltare. Diagnosticul aspergi-
lozei albinelor se face pe baza semnelor externe caracteristice ale puietului mort si ale adultilor
(larva devine verde deschis sau maro inchis si tare), precum si dupa studii microscopice si mi-
cologice. Cercetarile recente indica faptul cé diferite specii de Aspergillus pot fi patogene atat
pentru larve cét si pentru albinele adulte [4]. Un studiu efectuat in Anglia a aratat ca, din 10
specii recuperate din stupine, trei specii (4. favus, A nomius si A. phoenicis) au manifestat pato-
genitate pentru larvele de albine. Testate 1n dieta albinelor adulte 1n diferite concentratii, 4. flavus
s-a dovedit a fi patogen la toate dozele studiate, in timp ce A. niger si A. fumigatus nu au fost
infectiosi pentru albine. Virulenta mai puternicd manifestatd de 4. flavus la albinele melifere
rezultd din toxicitatea mai mare in comparatie cu 4. niger si A. parasiticus, cea ce e posibil ca
mortalitatea larvelor sd se datoreze mai degraba toxicitatii decat invaziei fungice [1; 3; 4]. Mi-
cromicetele din genul Aspergillus spp.,sunt patogeni oportunisti si isi dezvaluie patogenitatea
numai in anumite circumstante, in special atunci cand gazdele sunt imunocompromise, meto-
dele de aparare sunt suprimate sau ocolite [2].

Bacteria Gram pozitiva Paenibacillus larvae, care formeaza spori, este agentul ca-
uzal al loci americane si europene, un agent patogen periculos pentru larvele de albine Apis
mellifera. Aceasta este cea mai raspandita dintre bolile larvelor de albine. Larvele tinere
(din primul si al doilea stadiu) sunt foarte susceptibile la aceasta boala, ingestia a doar 10
spori infectiosi fiind suficienta pentru a provoca mortalitatea [11]. Semne de boald apar de
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reguld dupa capacire si provoacd mari pierderi economice in apicultura [7] in prezent, acest
agent patogen este larg raspandit in albinele europene - Apis mellifera. Cu toate acestea, se
stie putin despre infectiozitatea si patogenitatea larvelor de P. la albinele asiatice care cui-
baresc cavitatea, Apis cerana. Mai mult, cunostintele comparative despre infectiozitatea si
patogenitatea P. larvelor intre ambele specii de albine melifere sunt limitate [10].

Bacteria Paenibacillus larvae este rezistenta la antibiotice, cea ce complica tratatea
bolii. In present sunt cunoscute mai multe metode de combatere a acestei maladii. Astfel,
studile efectuate pe larve infectate in vitro si, de asemenea, pe stupi in camp au demonstrat
ca fagii au un efect profilactic, prevenind infectia si, de asemenea, un efect curativ, ajutand
la anihilarea infectiei. Fagii Paenibacillus larvae par sa fie siguri de utilizat si eficienti ca
tratament pentru AFB, iar interesul fatd de acestia In urmatorii ani va continua s creasca
[5; 11]. Administrarea in dieta familiilor de albine a amestecului de biomasa de Strep-
tomyces canosus CNMN-Ac-04 cu pudra de zahar in raport de 1,8-2,2 g. BAU la 100g.
pudra de zahar o singurd data in cantitate de 100 g. amestec la familie [8].

Este cunoscut ca agentii antimicrobieni interferd cu procesele specifice, esentiale
pentru cresterea si diviziunea agentilor patogeni: bacterii, fungi. Ei pot fi grupati ca inhibi-
tori ai peretelui celular bacterian si fungic, ori ca inhibitori ai functiei membranei citoplas-
matice, inhibitori ai sintezei acizilor nucleici si inhibitori ai functiei ribosomale [9; 13].

Micromicetele sunt cunoscute ca producatori semnificativi de substante bioactive
ca vitamine, enzime, antibiotice. Enzimele sunt catalizatorii tuturor reactiilor biochimice
din organismele vii. Miliardele de celule din corpurile vii sunt constant amenintate de com-
pusii chimici cunoscuti sub numele de radicali liberi. Atunci cand aceste molecule se acu-
muleaza la nivelul organismului, ele sunt capabile sa deterioreze celulele si materialul ge-
netic, ceea ce poate duce la diviziune celulara anormala, sau pieirea organismului. Pentru
anihilarea radicalilor liberi sunt utilizati antioxidanti dintre care fac parte enzimele oxidative
(catalaza, superoxidismutaza, etc). Anume enzimele oxidative joaca un rol important in ani-
hilarea radicalilor liberi din organismele vii [6; 12; 17]. Multe procese biotehnologice, cum
ar fi tratarea apelor uzate, compostarea deseurilor organice, procesarea rocilor, sunt efectu-
ate de o comunitate complexa de microorganisme care joacd un rol in procese naturale pre-
cum fertilitatea solului, autoepurarea apei si formarea compozitiei microcomponente a at-
mosferei. Biodiversitatea microorganismelor este cel mai important rezervor de potentiale
resurse microbiene si nu poate fi inlocuita de nicio colectie de microorganisme completa si
atent conservatd. Numai ca poate servi ca sursa de obiecte microbiene pentru diverse tipuri
de cercetari si componentele sale valoroase. Resursele de material bacteriologic, cele mai
accesibile pentru scopurile biotehnologice actuale, constau nu numai din tulpini colectate,
ci si din comunitati naturale [13; 15].

in prezent se efectuiaza multiple cercetiri in obtinerea unor biopreparate ce ar pu-
tea combate maladiile si stumula productivitatea familiilor de albine. Cercetarile efectuate
de catre noi au fost efectuate 1n aceasta directie.

Astfel, scopul cercetarilor a constat n identificarea unor tulpini de micromicete ca
sursa de principii bioactive cu aplicare in apicultura.

MATERIALE SI METODE

Ca obiect de studiu au fost utilizate 22 tulpini din Colectia Nationala de Microor-
ganisme Nepatogene, ce apartin genului Penicillium. Tulpinile au fost testate dupa criteriul
antimicrobian fata de Aspergillus niger, Aspergillus flavus, agenti patogeni ai aspergilozei
si fatd de Paenibacillus larvae, agent patogen al locii americane si europene la familiile de
albine Apis mellifera. Patogenii au fost izolati din probele prelevate din stupinele de al-
bine.Tulpinile de micromicete din genul Penicillium au fost cultivate pe mediul malt-agar
[18]. Tulpina Paenibacillus larvae a fost cultivatd pe mediul BHI Difco cu componenta:
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Brain infusion solids - 12,5 g/l, Beef heart infusion solids — 5,0 g/l, Peptocomplex — 10,0
g/1, Glucose — 2,0 g/l, NaCl — 5,0 g/l, Na,HPO4— 2,5 g/1, agar — 15,0 g/l, pH=7,4.Ca martor
au fost testati antibioticii Furazolidon, Tetraciclina si Neomicina.
Determinarea proprietatilor antimicrobiene a tulpinilor
Proprietatile antimicrobiene au fost studiate conform metodei difuzimetrice, prin
utilizarea blocurilor de geloza [15]. Metoda este bazata pe capacitatea de difuziune a meta-
bolitilor produsi de microorganismele studiate in profunzimea gelozei si a actiunii sub-
stantei active din zona de difuzie asupra culturilor fitopatogene. In calitate de tulpini-test au
fost folositi fitopatogenii: Aspergillus niger; Aspergillus flavus, Paenibacilus larvae. In
conformitate cu marimea zonelor de inhibitie tulpinile cercetate se impart in sensibile, mo-
derat sensibile si rezistente:
- o zonei de inhibitie pana la 10 mm - sensibilitate scazuta;
- @ zonei de inhibitie de 11-15 mm - sensibilitate medie;
- o zonei de inhibitie de 15-25 mm - sensibile ;
- o zonei de inhibitie mai mare de 25 mm - sensibilitate sporita.
Determinarea activitatii enzimatice — catalaza
Pentru determinarea catalazei micromicetele au fost cultivate in baloane Erlenma-
yer, volumul 500 ml cu 100 ml mediu lichid cu compozitia (%): KNO3 — 0,5; glucoza — 4,0;
NaH,POs4 — 0,15; KHoPO4 — 0,1; MgSO4 x 7 H2O — 0,05; FeSO4 x 7 H,O — 0,001; extract
de drojdii — 0,1. Cultivarea s-a efectuat la temperatura de 28°C, timp de 6 zile, pe agitator
cu 160 -180 rot./min. Valoarea pH-ului 6,3. In calitate de inocul s-a utilizat solutia apoasa
de spori cu concentratia 5x10° spori /ml mediu cultural.
Lichidul cultural a fost separat de biomasa prin filtrare.
Activitatea catalazei a fost determinata 1n lichidul cultural prin metoda titrimetrica [16].

REZULTATE SI DISCUTII

La prima etapa au fost testate tulpinile de micromicete din genul Peniciilium dupa
proprietatile antimicrobiene.

Tupinile tes Aspergillus niger, Aspergillus flavus si Paenibacillus larvae au fost
cultivate pe mediile specifice, apoi introduse blocurile de geloza a tulpinilor de micromicete
din genul Penicillium. In Fig.1 sunt prezentate colonii ale patogenilor luati in studiu.

— :
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Fig. 1. Culturile test. a) Aspergillus niger, b) Aspegillus flavus, ¢) Paenibacillus larvae

in rezultatul studiului efectuat din 22 tulpini de micromicete au fost evidentiate
tulpinile care poseda o sensibilitate semnificativa fata de patogenii testati. Astfel, din nu-
marul total de micromicete testate, sensibilitate fatd de patogenul 4. flavus au manifestat 4
tulpini: Penicillium sp. 32; Penicillium sp. 62 la care diametrul zonei de inhibitie a cresterii
test-tulpinii a constit 22,5, 28,2 mm respectiv, iar la tulpina Penicillium sp. 11 dimamerul
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zonei de inhibitie a fost de 15,5mm. O sensibilitate sporita fatd de acest patogen a manifestat
tulpina Penicillium sp. 97, diametrul zonei de inhibitie fiind de 32 mm.

Fata de 4. niger — de asemenea 3 tulpini de micromicete (Penicillium sp. 62;
Penicillium sp. 97 si Penicillium sp. 104) au manifestat sensibilitate, valorile zonelor de
inhibitie fiind de 28,5, 15,1 si 12,0 mm respectiv (Fig. 2, Fig.3 ). Preparatul testat furazoli-
don, ce poseda proprietati antunfice nu a manifestat activitate fata de patogenii de aspergi-
loza Aspergillus niger si Aspergillus flavus.

B Aspergillus flavus W Aspergillus niger
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—\

Furazolidon  P.sp. 62 P.sp. 97 P.sp.104 P.sp.11

Fig. 2. Diametrul zonelor de inhibitie a fitopatogenilor Aspergillus falavus si Asper-

g _—— 2)
Fig. 3. Zonele de inhibitie a fitopatogenului Aspergillus niger 1) P.sp.62; 2) P.sp.97.

Rezultatele prezentate in fig. 4, fig. 5 demonstreaza ca din 22 tulpini de micro-
micete testate proprietati antibacteriene fata de P. larvae poseda numai 6 tulpini (Penicil-
lium sp. 52, Penicillium sp. 62, Penicillium sp. 91, Penicillium sp. 97, Penicillium sp. 104,
Penicillium sp. 110). Diametrul zonei de inhibitie a cresterii acestui patogen variaza de la
10,2 mm (Penicillium sp. 104) pana la 20,5 mm (Penicillium sp. 110). Astfel, diametrul
zonelor de inhibitie formate de catre tulpinile Penicillium sp. 91 si Penicillium sp. 110 sunt
la un nivel cu martorul tetraciclina si putin mai mici decat zonele de inhibitie a neomicinei
(Fig.4).

Diametrul maxim al zonelor de inhibitie a cresterii patogenului P. larvae a fost
inregistrat de tulpinile Penicillium sp. 91 si Penicillium sp. 110 si constituie 20,3 mm si
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respectiv 20,5 mm. De asemenea sensibilitate fata de acest patogen au manifestat si tulpinile
Penicilliu sp. 62 si Penicillium sp. 97 cu zone de inhibitie de 15 + 1,3 mm.
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Fig. 4. Diametrul zonelor de inhibitie a patogenului Paenibacillus larvae sub
actiunea tulpinilor de micromicete din genul Penicillium.

Fig. S. Zone de inhibitie a patogenului Paenibacillus larvae sub
actiunea tulpinii Penicillium sp. 62

Pentru determinarea proprietatilor enzimatice a fost efectuat screeningul din 22
tulpini de micromicete dupa criteriul de sinteza a catalazei.

Tulpinile de micromicete luate in studiu au fost cultivate submers in baloane Erlen-
mayer de 500 ml cu cate 100 ml mediu nutritiv, timp de 6 zile, la temperatura de 28-30°C, prin
agitare continud. Componenta mediului nutritiv (%): KNOs3 - 0,5; glucoza — 4,0; NaH,PO4 —
0,15; KoHPO4 x 3H,O — 0,25; MgSO4x7H,0 — 0,5; Fe;SO4 x 7 H,O — 0,001; CaCOs- 0,2;
extract de drojdii — 0,5, pH — initial 6,0-6,2, restul apa distilatd pana la 1 L. Dupa separarea
biomasei de lichidul cultural a fost determinata catalaza prin metoda titrimetrica.

Rezultatele obtinute in aceste cercetari sun prezentate in Tab. 1.
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Tabelul 1. Activitatea catalazei tulpinilor de micromicete obtinute in rezulta-
tul screeningului

Ne d/o Tulpinile testate Activitatea catalazei,
U/ml
1 Penicillium sp. 11 231,1
2 Penicillium sp. 19 116,6
3 Penicillium sp. 32 0
4 Penicillium sp. 52 9,5
5 Penicillium sp. 62 28,0
6 Penicillium sp. 78 8,0
7 Penicillium sp. 79 10,2
8 Penicillium sp. 80 7,2
9 Penicillium sp. 81 1,7
10 Penicillium sp. 83 8,8
11 Penicillium sp. 88 21,6
12 Penicillium sp. 93 8,32
13 Penicillium sp. 91 0
14 Penicillium sp. 97 0
15 Penicillium sp. 100 3,0
16 Penicillium sp. 101 0
17 Penicillium sp. 102 9,7
18 Penicillium sp. 103 7,3
19 Penicillium sp. 104 10,0
20 Penicillium sp. 106 7,3
21 Penicillium sp. 109 5,7
22 Penicillium sp. 110 1,8

In rezultatul cercetarilor efectuate a fost stabilit ci din cele 22 tulpini testate la 4 tulpini
activitate a catalazei nu a fost depistata, la 2 tulpini activitatea catalazei a fost semnificativa
(Penicillium sp. 11 - 231,1 U/ml si Penicillium sp. 19-116,6 U/ml), de asemenea a fost eviden-
tiata si tulpina Penicillium sp. 62, la care activitatea catalazei a constituit 28.8U/ml. La restul
tulpinilor luate in studiu activitatea catalaze in lichidul cultural a variat in limitele 1,7-21,6 U/ml.

Deci lichidul cultural al tulpinilor Penicillium sp. 11, Penicillium sp. 19 si Penicillium sp.
62 ar putea fi utilizat in scopul anihilarii radicalilor liberi ce se formeaza in organismele vii.

De asemenea putem constata cé tulpinile care poseda proprietati semnificative an-
tibacteriene (Penicillium sp. 91) sau antifungice (Penicillium sp. 97) nu au manifestat acti-
vitate catalazica in lichidul cultural.

Astfel, pentru cercetarile ulterioare de selectare a tulpinilor de micromicete cu po-
tential semnificativ de principii bioactive pentru a fi aplicate in apicultura au fost selectate
5 tulpini de micromicete , reprezentanti ai genului Penicillium.

CONCLUZII

Au fost selectate tulpini de micromicete Penicilliu sp. 11, Penicilliu sp. 19, Peni-
cilliu sp. 62 cu potential enzimatic semnificativ si tulpinile Penicilliu sp. 91 si Penicilliu
sp. 97 cu proprietati antimicrobiene fatd de patogenii din stupinele de albine Aspergillus
niger, Aspergillus flavus si Paenibacillus larvae.
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Cercetarile in aceastd directie continud pentru identificarea tulpinilor benefice ca

sursa de principii bioactive pentru apicultura.
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